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Description 

Obiet de I'inverrtion. 

s La presertte invention concerne un conjugue immunoreactif. son precede d'obtention, les anticorps diriges contre 

ledit conjugue immunoreactif ainsi que les anticorps diriges contre lesdrts anticorps. 

La presente invention concerne egalement le dispositif de diagnostic ainsi que la composition pharmaceutique 
comprenant ledit conjugue et/ou les dits anticorps, ainsi que leur utilisation. 

10 Arriere-plan technoloqlqu e a la base de I'lnvention. 

De nombreuses maladies ont une etiologie inconnue ou incertaine, ou rirrtervention d'une composante immunolo- 
gique n'est pas a exclure. Ainsi, l'arthrite rhumatoide ou le SIDA peuvent presenter une composante infectieuse (d'ori- 
gine virale ou bacterienne) et/ou une composante immunologique, mais la relation entre ces deux manifestations 
is pathologiques n'est pas encore eluddee. 

De meme, la migraine pourrart eventueliement §tre caracterisee par une composante immunologique semblable. 

Cependant, il est a I'heure actuelle impossible de concevoir la possibility cfexistence d'auto-anticorps qui puissent 
avoir I'effet devastates que presente le syndrome d1mmunod6ficience acquise ou encore engendrer des cephalees 
irrtol Arables ou des atrophies musculaires incapacitates observees chez les patients souffrant de migraine et d'arthrite 
20 rhumatoide. II est egalement difficile de concevoir comment un agent infectieux peut etre I'agent etiologique responsa- 
ble induisant une telle synthese d'auto-anticorps. 

Le syndrome d'imrmirxxlef icience acquise (SIDA ou AIDS) est une consequence de I'infection par les HIV; mais le 
syndrome apparaTt avec un decalage de plusieurs mois ou meme plusieurs annees apres le debut de I'infection, sans 
qu'on sache quel est I'element causal qui a provoque ce passage de I'etat latent vers le syndrome. Une composante 
25 auto-immune n'est pas envisagee, et d'ailleurs les methodes necessaires pour errtreprendre une telle recherche n'exis- 
tent pas. 

L'arthrite rhumatoide est experimental ement provoquee chez I'animal (le rat) par injection de concentres de myco- 
bacteries sans qu'on sache quei rdle ces produits mycobacteriens peuvent jouer dans le developpement de cette arth- 
rite experimentale. Une composante auto-immune est soupconnee dans l'arthrite rhumatoTde humaine parce que la 
30 gestation reduit ou supprime, pour la duree de la grossesse, revolution de la maladie. Cependant, les methodes neces- 
saires pour errtreprendre une telle recherche sur 1'auto-immunite des malades ne sont pas disponibles et par ailleurs, 
on ne saurait que chercher. 

La tuberculose est chronique chez beaucoup de malades, sans qu'on sache quel est le motif de cette persistance 
mycobacterienne, ni la cause du reveil de la maladie. La tuberculose s' accompagne d'une immunodepression chez les 
35 patients qui se presentent pour un trait ement specifique, mais les auto-arrticorps poterrtiellement debilrtants qui pour- 
raient accompagner le phenomene dlmmunosuppression ne sont ni soupgonnes ni, a fortiori, recherches. 

II est egalement connu qu'une infection tuberculeuse s'accompagne de la production d'arrticorps anti-glycolipides 
tels que I'anticorps anti-lipoarabinomannane, et que le mamose produit par des souches mycobacteriennes virulentes 
permet d'echapper a la reaction immunitaire de I'hdte. Cependant, le mecanisme precis qui provoque ces reactions 
40 n'est pas connu. 

En effet Texistence d'auto-anticorps diriges contre un sucre elementaire tel que le mannose, I'ackJe acetyl -neura- 
minique ou la galactosamine n'est pas soupconnee, et les techniques immunologiques necessaires pour les mettre en 
evidence n'existent pas. 

La migraine est d'etiologie inconnue, mais la douleur de la migraine est d'origine vasculaire. Aucun modele de 
45 pathogenese de la migraine ne se base sur une theorie auto-immune. 

Cependant, la demonstration que les inddamines (tryptamine. serotonine, methoxytryptamine, etc.) presentes 
dans le cerveau peuvent etre immunogenes apres leur coup] age a des molecules porteuses, que les anticorps qui sont 
indurts artif iciellement par vaccination peuvent etre detectes (Antisera against the Indolealkyiamines : tryptophan, 5- 
hydroxytryptophan, 5-hydroxytryptamine, 5-methoxytryptophan and 5-methoxytryptamine tested by an ELISA method. 
so M. Geffard et al., J. Neurochemistry, 44, 1221-1228 (1985)) et que la serotonine est impliquee comme un m6diateur de 
la migraine rend plausible Thypothese que des auto-arrticorps anti-indoles peuvent etre impliques dans la migraine de 
tous ou du moins une partie des patients souffrant de maux de tete. 

La possibilite dlnduire experimentalement des anticorps diriges contre la serotonine. la tryptamine et autres deri- 
ves indoliques chez I'animal (par injection de conjugues de ces haptenes a de I'albumine et analyse subsequente du 
55 serum par un test ELISA pour la detection des anticorps crees), a Gte decrite. Neanmoins. des tests diagnostiques suf- 
f isamment sensibles pour prouver leur hypothetique existence chez des patients souffrant de maux de tete, n'existent 
pas. 
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Pour arriver k obtenir artif iciellement des anticorps diriges contre de tels haptenes, il est n6cessaire de preparer un 
conjugue constitu6 par lesdrts haptenes couples k une proteine porteuse (telle que la s6rum-albumine bovine) ou un 
support solide (polymeres, globules rouges, ...). 

Pour obtenir un conjugue immunoreactif, (c'est-&-dire un conjugue contre lequel il est possible d'obtenir une syn- 
thase importante cTanticorps), il est necessaire d'arriver k obtenir le couplage de nombreux haptenes sur ladite proteine 
porteuse et/ou ledrt support solide. 

Cependant, k ce jour, il n'a pas ete possible d'obtenir un tel conjugue qui sort immunoreactif et qui pourrait fttre uti- 
lise dans un dispositrf el un proc6d6 de detection et/ou de quantification d'anticorps ou utilise comme une corrposition 
pharmaceutique susceptible d'induire une reaction immunitaire humorale et/bu cellulaire. 

En outre, le concept d'auto-anticorps diriges contre des acides amines, des carbohydrates et leurs derives, asso- 
ri6s k des maladies auto-immunes, n'est pas d'actualite et represente une deviation intolerable du paradigme qui gou- 
verne ce domaine de la recherche medicale. 

Buts de I'lnvention. 

La pr6sente invention vise k obtenir un nouveau conjugue comprenant un ou plusieurs hapten es couples k une 
proteine porteuse, ledrt conjugue 6tarrt immunoreactif. 

La pr6sente invention vise egalement k obtenir les anticorps diriges contre ledrt conjugue immunoreactif. 

Un autre but de la pr6sente invention est relatrf k I'obterrtion d'un precede de detection et/ou de quantification 
d'anticorps presents dans un f luide corporel d'un patient, comprenant I'utilisation du conjugue et/ou des anticorps selon 
rinvenlion. 

Un but compiementaire de la pr6sente invention concerne robtention d'un dispositrf de diagnostic et/ou une com- 
position pharmaceutique comprenant ledrt conjugue et/ou lesdrts anticorps selon la pr6sente invention. 

EI6ments caract6ristiques de la pr6sente invention. 

La pr£serrte invention concerne un conjugue immunoreactif comprenant un ou plusieurs hapfene(s) comportant un 
groupe surf hydryl et choisis parmi le groupe constitu6 par les acides amines, les d6riv6s d'acides amines, les carbohy- 
drates, les derives des carbohydrates, les carbohydrates amines, les derives des carbohydrates amines, le phosphati- 
dytinositol, la sphingosine, les derives de sphingosine, la N-acetyl-D-sphingosine et/ou les derives de N-ac6tyl-D- 
sphingosine; ledit haptene etant couple k une proteine porteuse hydrosoluble d'un poids moieculaire sup6rieur k 8000 
KD et/ou k un support solide, par un agent couplarrt susceptible de se fixer au groupement suffhydryl dudit haptene. 

Selon la pr6sente invention, on entend par acide amine et derive d'acide amine comportant un groupement sulfhy- 
dryl, un acide amine tel que la cysteine ou un derive d'un tel acide amine tel que la N-ac6tyl-L-cyst6ine, la cysteine-NO, 
la N-acetyl-L-cysteine-NO, la L-rglutamyl-L-cysteine, l'homocyst6ine, le mercapto-ethanol. la methionine, la thiolhisb- 
dine, racetylmethionine, la S-ad6nosylhomocyst6ine. la N-ac6tyl-cyst6ine-glycine ou le glutathion, comprenant de 
maniere native ledrt groupement sulfhydryl. 

Des derives d'acides amines comportant un groupe sulfhydryl peuvent etre 6galement des acides amines (en par- 
ticulier les vingt acides amines naturels, Tornrthine, la citrulline, ...) modifies par des produits reactionnels qui substi- 
tuent un groupement sulfhydryl (-SH) au groupement amine (-NHJ et/ou au groupement hydroxyl (-OH) present sur 
ces hapten es, selon des methodes bien connues de 1'Homme de 1'Art 

Cette substitution peut par exemple ©tre obtenue au moyen du r6actif de Traut (2-iminothiolane-HCO ou le N-suc- 
cinimidyl S-acetyrthioacetate. L'agent couplarrt utilise dans le procede selon I'invention est done susceptible de se fixer 
au groupement sulfhydryl (-SH) dudit haptene. 

Les derives d'acides amines et de carbohydrates selon I'lnvention sont de preference choisis parmi le groupe cons- 
titue par la glutamine, la N-ac6tyl-L-glutamine et la glutamine acyiee, I'acide N-acetyl-glutamique et I'acide glutamique 
acyie, le diethylnitrosamine, racetylmethionine, la N-acetyl-arginine et I'arginine acyiee, la N-acetyl-ornithine et I'orni- 
thine acyiee, la carnitine, le N-ethyl-N-nrtrosour6e, le N-ac6tyl-L-homos6rine et I'homoserine acyl6e, le N(©)-nitro-L- 
arginine-methyl-ester, la taurine, la nicotine, la N a -acetyl-lysine, la N e -(carboxymethyl) lysine, la N e -(carboxymethyf) 
hydroxyl ysine, la N a -ac6tyl-N e -(carboxym6thyl) lysine, les indolamines, en particulier le tryptophane, le 5-m6thaxytryp- 
tophane, le N-acetyl-tryptophane et le tryptophane acyie, la 5-hydroxytryptamine (serotonine), la 6-hydroxytryptamine, 
la 5-methoxytryptamine, la 5,6-dihydroxytryptamine, I'acide 5-methoxyindc4acetique, I'acide 5-hydroxyinddacetique, la 
N-acetyl-5-methoxytryptamine (meiatonine) le 5-methoxytryptophol ou le 5-hydroxyptryptophoL 

Les derives acetyies et acyl6s de ces substances qui orrt 6t6 reconnus pour augmenter de facon significative 
llmmunogeneicite de ces molecules sont egalement compris dans ce groupe, de m£me que les molecules qui peuvent 
etre immunobgiquemerit plus r6actives lorsqu'elles sont nrtrosyl6es (par exemple les derives de mercapto-ethanol, la 
taurine, la methionine, racetylmethionine, la nicotine et la thiolhistidine). 

Les di- et tri-acides amines tels que la cysteine-glycine, la Nnacetyl-cyst6ine-grycine, la cysteine-glycine acyl6e, le 
glutathion, le N-acetyl-aspargyl-glutamate, la L-rglutamyl-L-cysteine sont egalement immunogenes. 
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Les derives acetyles et acyl6s de ces substances qui en augmerrtent 1'immunoreactivite sont egalement compris 
dans ce groupe, de m&me que les molecules qui peuvent §tre immunologiquement plus reactives lorsqu'elles sont 
nrtrosyiees (par exemple les derives de glutathion, la L^lutamyl-L-cyst6ine, et la N-ac§tyl-cyst6ine-giycine). 

Les indolamines sont des metabolites presents dans les tissus mammaliens issus du metabolisme de la serotonine 
5 et sont le resuHat d'actions d'enzymes telles que la monoamine oxydase et la N-acetyrtransf erase. 

Lhaptene peut etre egalement un derive de sphingosine, en particulier la D-sphingosine, le sphingosyl-galactopy- 
ranoside, la sphingosyl-phosphoryl-choline et la N-acetyl-D-sphingosine, modifie par la substitution d'un groupement 
sulfhydryl comme mentionne ci<lessus. 

Un dernier exemple d'haptene modifie par ['addition d'un groupement sulfhydryl sont le ptosphatidylinositol, les 
10 carbohydrates, les derives de carbohydrates, les carbohydrates amines et les denves de carbohydrates amines, en 
particulier le glucose, le mannose, le galactose, Tarabinose et I'acide muramique, ainsi que leurs derives amines, la glu- 
cosamine, la galactosamine, la mannosamine et leurs derives acetyles, en particulier I'acide N-acetyl-neuraminique, 
I'acide N-acetyi-O-neuraminique, la N-acetyl-glucosamine, la N-acetyl -mannosamine, la N-acetyl-galactosamine, 
I'acide N-acetyl-muramique, la N,N-diac6tylijalactosamine, la N,N-diacetyl-glucosamine et les derives disaccharides 
75 tels que la N-N'-diacetyi-chitobiose, le 2,3-acetyl-trehalose, le 2,3-diacetyl-trehalose ou leurs substituts acyles tels que 
le stearate, le palmitate, le phthioceranate, I'hydroxyphthioceranate, les disaccharides tels que le -a-(1->5) D-arabi- 
nofuranoside ou encore le 3,6-di-O-Me-p-D glucopyranosyt-(1-^)-2,3-di-0-Me-a-L-rhamnopyranose (immunosp^cifi- 
que pour la tepre). Sont inclus dans ce groupe de carbohydrates et de leurs derives, le trisaccharide L-a-D-heptose 
(1->2) heptose (1->3) heptose et leurs derives acetyles immunogenes specif iques de Haemophilus. Dans ce groupe 
20 sont aussi inclus le phosphatidyl-inositol mannoside (1 phosphatidyl -L-rnyo-inositol 2-O-a-D-mannopyranoside) et le 
dipeptide N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine et la S-adenosylhornocysteine. 

Dans ce cas, la substitution des groupements hydroxyl par un groupement thiol peut etre obtenue par le reactif de 
Traut en procedant a un pH egal ou superieur a 10. De m§me. les carbohydrates et leurs derives peuvent etre rendus 
reducteurs par I'addition de NaKD 4 , cet agent oxydant liberant les aldehydes des -oses et ces aldehydes pouvant 
25 ensuite reagir avec les residus amines de la proteine porteuse. 

Avantageusement, dans le conjugue immunoreactif selon la presente invention, la proteine porteuse est choisie 
parmi le groupe constrtue par la gelatine, I'histone, I'albumine. de preference I'albumine bovine delipidee, la polyserine 
ou la thyroglobuline. 

Les supports solides sont des globules rouges, des derives polymeriques (polystyrene, ... ou du latex) qui peuvent 
30 etre couples par des agents couplants aux haptenes ou au conjugue (comportant la proline porteuse) selon I'inven- 
tion. Preferentiellement, le support solide est constrtue de polystyrene sensbilise par la maleimide qui sera couplee aux 
haptenes et biomolecules par leur groupement sulfhydryl present a I'etat natif ou artif iciellement cree (par exemple par 
le reactif de Traut). De tels supports solides sensibilises par la maleimide fixant les groupements sulfhydryl sont distri- 
bute de maniere commerciale (par exemple les plaques de microtitration "SULFHYDRYL BINDING ®" de COSTAR). 
35 D'autres proteines porteuses ou supports solides bien cormus de I'Homme de I'Art et susceptibles d'etre couples 
a I'haptene pour former le conjugue immunoreactif, ou au conjugue, selon la presente invention peuvent egalement dtre 
utilises. 

Avantageusement, dans le conjugue immunoreactif selon la presente invention, I'agent couplant est choisi parmi 
le groupe constrtue par la parabenzoquinone, la p-toluquinone, la dicNoroquinone, la chinhydrone ou la 2,6-dichloro- 
40 benzoquinone. 

Cependant, d'autres agents couplants capables d'etre couples a une proteine et susceptibles de se fixer au grou- 
pement sulfhydryl (-SH) de I'haptene peuvent etre utilises. 

De tels agents couplants peuvent etre notamment le N,N'-0-ph6nyienedimaieimide ou le N^uranirnidyl-3-(2-pyri- 
dyldithio)propionate, le sucrinimkJyl-4-(N-maJ6imick>-m6t^ ou son sulfo-d6riv6. 

45 La presente invention concerne egalement un precede de preparation du conjugue immuno-reactif selon la pre- 
sente invention dans lequel un ou plusieurs haptenes comportant un groupe sulfhydryl, sont couples a une proteine 
porteuse hydrosoluble d'un poids moieculaire superieur a 8000 KD et/ou a un support solide par un agent couplant (tel 
que decrit ci-dessus) susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit haptene. 

Avantageusement, les groupements amines et/ou groupements hydroxy! de I'haptene ont ete preiablement substi- 
so tues par des groupements suKhydryl tels que decrits ci-dessus. 

Un autre aspect de la presente invention concerne I'anticorps (monoclonal ou polyclonal) et/ou des fragments (en 
particulier les portions Fab', Fab, Ffab'fe, ... de celui-ci) dingers) centre le conjugue immunoreactif selon la presente 
invention. 

En effet, la Demanderesse a d6montr6 qull est possible cfobtenir un conjugue immunoreactif comprenant ledit 
55 haptene, e'est-a-dire un conjugue qui est caracterise par une specificite antig6nique et/ou immunogenique (humorale 
et/ou cellulaire), et qu'il est possible d'obtenir une reaction crois6e entre ledit conjugue et un anticorps dirig6 contre ledit 
conjugue (cette reaction croisee ou liaison etant susceptible d'etre detectee in vitro par les methodes bien connues de 
I'Homme de I'Art). 
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La presente invention concerne egalement I'anticorps (monoclonal ou polyclonal) et/ou des fragments (en particu- 
lier les portions Fab\ Fab, F(ary) 2 , ... de celui-ci) dirige(s) contre ledit anticorps. 

Un autre aspect de la presente invention concerne le dispositif de diagnostic et de quantification, tel qu'une trousse 
de diagnostic ou une colonne de chromatographie comprenant le conjugue et/ou les anticorps (ou un fragment de 
5 ceux-ci) selon I'irrverrtion. Dans ledit dispositif de diagnostic et de quantification, le conjugue selon I'invention ou I'hap- 
tene peuvent etre directement couples sur un support solide tel que decrrt precedemmerrt. 

II est done possible d'obtenir un procede de detection et/ou de quantification d'anticorps presents dans un fluide 
corporel d'un patient tel qu'un serum, lesdHs anticorps etant specrfiques d'haptenes de fable poids rnoleculaire, le plus 
souvent indicatifs d'une pathologic comportarrt une reponse auto-immune. Selon ce procede, on preleve un fluide cor- 
10 porel du patient, de preference du serum, on fait reagir les anticorps presents dans le fluide corporel avec le conjugue 
selon I'invention eventuellement fixe sur un support solide et on detecte et/ou quantifie la reaction croisee entre ledit 
conjugue et lesdrts anticorps diriges contre ledit conjugue. 

On entend notamment par "quantification des anticorps", la determination (par des methodes connues de I'Homme 
de PArt) du pourcerrtage d'immunoglobulines (de classes IgM, IgA, IgG, ...) preserves dans le fluide corporel. 
15 La presente invention conerne egalement la composition pharmaceutique telle qu'un vaccin comprenant le conju- 
gue et/ou les anticorps (ou des fragments de ceux-ci) selon (Invention et un vehicule pharmaceutique adequat. 

Des vehicules pharmaceutiques selon I'invention, adequats pour ('administration orale, sont ceux connus pour une 
telle administration, par exemple sous forme de tablettes, enrobees ou non enrobees, de pilules, de capsules, de solu- 
tions ou de sirops. 

20 D'autres vehicules pharmaceutiques adequats sont utilises selon le mode cf administration choisi (irttraveineux, 
intramusculaire, ...). 

En particulier, les vehicules pharmaceutiques adequats et les adjuvants sont des vehicules et adjuvants communs, 
bien connus de I'Homme du Metier, qui permette d'induire ou de supprimer la reponse cellulaire et/ou humorale du sys- 
teme immunitaire. 

25 Les compositions pharmaceutiques sont preparees selon des precedes generalement utilises par les pharmaciens 
et peuvent comprendre des vehicules pharmaceutiquement adequats, solides ou liquides, et non toxiques. 
L'incorporation d'un milieu galenique peut etre egalement envisagee. 

Le pourcerrtage de produrt actif (conjugue ou anticorps) / vehicule pharmaceutique peut varier selon de tres larges 
gammes, uniquement limitees par la tolerance et le niveau d'acceptation du produit par le patient. Les limrtes sont en 
30 particulier determinees par la frequence d'administration. 

Un dernier aspect de la presente invention concerne 1'utilisation de la composition pharmaceutique selon I'inven- 
tion pour la preparation d'un medicament destine d la prevention et/ou au traitement des pathologies comportarrt une 
reponse auto-immune. 

On entend par pathologie preserrtant une reponse. auto-immune, les maladies auto-immunes et/ou les maladies 
35 caracterisees par une infection entralnant une perturbation du systeme immunitaire. 

De preference, lesdites pathologies comportarrt une reponse auto-immune sont choisies parmi le groupe constitue 
par la sclerose en plaques, la sclerose amyotrophique laterale, ChyperthyroTdie, Tarthrite, la cirrhose, les lupus, les syn- 
dromes antiphosphatides (accidents thrombotiques, dermatites bulleuses, ...), les syndromes nephrotiques, les acci- 
dents vasculaires cerebraux, la myasthenie, le cancer, la tuberculose et/ou le syndrome d'immurro-def icience acquis 
40 (AIDS). 

II est egalement possible dlnclure dans la definition d'une pathologie comportarrt une reponse auto-immune, la 
migraine. 

Description d'une forme d'execution preferee de I'invention. 

45 

L'invention repose sur ('observation, connue depuis longtemps, que les agents irrfectieux induisant des desordres 
immunitaires ou des maladies telles que le syndrome dlmmunc-def icience acquise ou la tuberculose, irrfectent les 
macrophages des person nes infectees et peuvent y resider longtemps, meme si la mission principal e de ces macro- 
phages est Termination de ces agents irrfectieux. 
so II a ete egalement pris en consideration que les radicaux libres oxydarrts, entre autres I'oxyde nitrique (NO), syn- 
thetises dans les macrophages en premiere reponse k une infection, sont tres nocifs pour les cellules elle-memes et 
que ces radicaux sont rapidement sequestres par un acide amine particulier (la cysteine). 

La cysteine est le recepteur nature! de I'oxyde nitrique et forme de la cysteine-NO. 

De tagon inattendue, la Demanderesse a decouvert qu'il est possible de former des immunoconjugues (ou conju- 
55 gues immunoreactifs) de cysteine et de cysteine-NO en les couplarrt £ une proteine porteuse telle que de la gelatine, 
une histone, de I'albumine ou toute autre proteine porteuse. II est possible qu'un patient souffre d'affections diverses 
par le fait que des anticorps reagissent contre des immunoconjugues comprenant la cysteine-NO ou I'acide amine 
naturel cysteine. Ceci a ete observe dans un test ELISA ou les puits etaient sensibilises par le conjugue selon I'inven- 
tion. 
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De mani&re inattendue, il est done possible d'obtenir des conjugu6s immunoreactifs comprenant un ou plusieurs 
haptenes comportant un groupe sulfhydryl, ledrt haptene etant couple a une proline porteuse par un agent couplant 
susceptible de se lier au groupement sulfhydryl (-SH) dudit haptens. 

La fixation des haptenes est particulierement efficace, e'est-a-dire qu'il est possible sur une seule proteine por- 
5 teuse de coupler un grand nombre tfhaptenes lorsqu'on utilise comme agent couplant la parabenzoquinone (PBQ). 

La parabenzoquinone est une molecule qui tut propose comme agent couplant pour la synthase dlmmunoconju- 
gues constitute d'un enzyme couple a un anticorps. L'action couplante de PBQ porte sur une vari6t6 de radicaux pre- 
sents dans les prolines et polysaccharides (groupes amines, sulfhydryl, -OH et -H) mais son usage a ete rapidement 
abandonne en raison de I'inactivation de I'activite enzymatique et immunologique des conjugues obtenus (Coupling of 
10 enzymes to antibodies and antigens, Avrameas S. et al., Scand. J. Immunol. Vol 8, Suppl.7. 7-23 (1978)). 

L'activation d'acides amines, entre autre la cysteine, en vue de leur conjugaison avec des proteines ou autres 
molecules, est obtenue commungment par Hrrtermediaire : 

1) du carbodiimide qui active la fonction carboxylique (-COOH) d'une molecule et reagit ensuite ou en meme temps 
is avec une fonction amine (-NH2) d'une autre (ou de la meme) molecule, 

2) de la glutaraldehyde qui reagit avec la fonction -NH2 d'une molecule et une fonction -NH2 d'une autre (ou de la 
meme) molecule, ou encore 

3) de I'anhydride succinique ou glutarique, maleique etc. qui attaque la fonction -NH 2 libre des molecules et la pro- 
tonge en une fonction carboxylique, laquelle est ensuite actrv6e par la carbodiimide. 

20 

Si une activation des fonctions carboxyliques en phase organique est envisagee, ceci est possible par I'ethylchlo- 
roformate. 

D 'autres methodes de couplage consistent en la substitution des amines primaires de deux molecules par un grou- 
pement liant -S-S. Ceci s'effectue generalement par un agent heterobhbnctionel dorrt une moitie succinimide slmplante 

25 au niveau des -NH 2 d'une molecule, habituellement les -NH 2 de la lysine, suivi de la liberation du groupement thiol (- 
SH) constituant I'autre moitie de I'agent heterobrfonctionel couplant, par reduction (dithiothrertol ou mercaptoethanof) 
d'une fonction S-S cachee, puis reaction du groupement thiol lib^re dans cette molecule avec un groupe S-S cache 
d'une autre molecule activee par le meme ou un autre agent heterobifonctionel de meme nature, possedant encore une 
moitie reactionelle S-S cachee non-r6duite. 

30 Le r6sultat de cette methode de couplage, bien connue de I'Homme de I'Art, est la formation irrtermoleculaire d'un 
porrt S-S couplant les deux molecules activees. L'agent heterobifonctionel couplant prgferentiellement utilise pour ce 
type de couplage est le SPDP (N-Succtnimidyl 3-(2-pyridy)dithio)propionate. Si une des molecules destinees a la con- 
jugaison poss&de d6ja une fonction sulfhydryl (-SH), le processus d'activation et de couplage par le SPDP est simplify 
de moitie. 

35 Une grande variete de methodes de couplage existe, soit comme variant es de ceiles decrites ici, soft comme sys- 
temes differents (par exemple liberation des fonctions aldehydiques des sucres souvent presents dans les proteines 
glycosylates, au moyen de Nal0 4 , puis reaction des aldehydes liberes avec des fonctions amines des proteines) mais la 
plupart, sinon toutes les methodes decrites, incorporent d'une fa$on ou d'une autre un groupement -NH 2> present sur 
une molecule ou I'autre, dans le processus de la conjugaison. Le plus souvent, I'amine primaire mocfif iee appartient a 

40 la lysine. Meme des proteines porteuses (h6mocyanine, albumine) activees par une maleimide reactive avec des sul- 
fhydryis, portent les fonctions maleimide uniquement greffees sur les residus lysine de ces proteines porteuses. 

Le merite d'un couplage par llntermediaire de la parabenzoquinone reside d'abord dans le tres grand nombre de 
sites reactionels greffes sur la proteine porteuse, non limites a la fonction epsibn-amine de la lysine ou aux groupes 
carboxyliques. Ensuite, la simplicite de la methode permet que le groupement sulfhydryl (-SH) soit naturellement pre- 

45 sent dans certaines proteines et acides amines et derives amines, sort introduit artif iciellement dans les molecules des- 
tinees au couplage, n est pas un groupement reactionel parmi d'autres mais bien un groupement reactionel preferentiel 
du PBQ. Enfin, ceci permet que rattachement de la cysteine ou de la N-acetylcysteine au polymere porteur par llnter- 
mediaire du groupement thiol n'influe pas ou peu sur les qualites immunologiques de la cysteine ou N-acetylcysteine 
coupiees. Les haptenes non soufres, et leurs derives possesseurs d'un groupement -NH2, peuvent §tre utilises tels 

so quels et greffes au polymere porteur active par la PBQ par llntermediaire de leur fonction amine, mais its peuvent ausst 
avantageusement etre modifies par des produrts reactionels simples qui substrtuent un groupement -SH au groupe- 
ment -NH2, selon des methodes bien connues de I'Homme de I'Art, et etre ensuite couples avec une efficacite remar- 
quable a la proteine porteuse par I'tntermediaire de la parabenzoquinone. 

Le SPDP d$a d6crrt peut etre utilise pour remplacer un groupement -Ni-fe d'haptene par un groupement -SH mais 

55 des molecules plus simples et d'utilisation plus simple, telles le reactif de Traut (2- Iminothiolane-HCI) ou encore le N- 
succinimidyl S-acetylthioac6tate, peuvent egalement etre utilisees, avec une grande simplicite dans la methode de 
substitution. De meme, outre la benzoquinone, on peut envisager d'utjliser la p-toluquinone, la dichloroquinone, la chin- 
hydrone, la 2,6-dichlorobenzoquinone et autres derives de la benzoquinone pour remplir le r6le d'agent couplant rempli 
par la benzoquinone. 
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Differents conjugues immunoreactrfs selon la presente invention ont 6te prepares en activant diff erentes prolines 
porteuses, telles que de I'albumine bovine delipidee, mais egalement de Themocyanine, des histones, de la polylysine 
ou de la polyserine, etc. par de la benzoquinone et en les couplant aux haptenes de I'invention. 

Les acides amines possedent par definition un groupement amine qui peut servir a leur greffage a des polymeres 

5 porteurs mais dorrt la modification en groupement suHhydryl est couramment pratiquee par I'Homme de I'Art. Les reac- 
tifs les plus communement utilises sont le reactif de Traut (2-lminothk>lane-HCI) ou encore le N-succinimidyl S-acetyrth- 
loacetate (SATA). La reaction d'addition dun groupement sulfhydryl a une amine primaire au moyen d'un de ces deux 
reactifs se realise facilement a un pH super ieur a 7. Dans le cas du SATA, la terminaison sulfhydryl est protegee et peut 
etre facilement liberee par traitement avec de rhydroxylamine. 

10 || est possible de : 

sort activer I'haptene par de la benzoquinone, que cet acide sort modify ou non par substitution d un groupement 
sulfhydryl a la place de I'amine primaire, puis mettre I'acide amine active en contact avec le polymere porteur. 
sort d'activer la proteine porteuse par de la benzoquinone pour ensuite y coupler I'haptene, que cet acide sort modi- 
75 fie ou non par substitution d'un groupement sulfhydryl a la place de I'amine primaire. 

Prefererrtiellement, la substitution des amines primaires d'un hapten e par un groupement sulfhydryl est pratiquee 
systematiquement. Les deux approches decrrtes, Tactivation de I'haptene (acide amine nature! ou deriv6 d'acide amine 
naturel) et I'activation de la proteine porteuse, se sont revelees egalement valables. 

20 Preferentiellement, on activera la proteine porteuse, qui permet par son poids moleculaire eJev6 une elimination 
simple et rapide de la PBQ en exces, par filtration, chromatographie ou dialyse. 

Une activation de la proteine porteuse par la benzoquinone a ete decrrte (Coupling of enzymes to antibodies and 
antigens, Avrameas S. et al., Scand. J. Immunol. Vol 8, Suppl.7. 7-23 (1 978)). Ces conditions de couplage decrrtes sont 
inapplicables pour la conjugaison d'acides amines ou de carbohydrates et leurs derives a une proteine porteuse. 

25 De preference, la proteine porteuse, telle que I'albumine senque. humaine ou bovine, est solubilisee a une concen- 
tration de 10 mg / ml de solution dans une solution aqueuse tamponnee a un pH acide, preferablement aux environs 
de pH 6. Le PBQ solubilise a raison de 5 a 10 mg / ml dans un liquide organique (alcool, acetone ou autre solvant mis- 
cible a I'eau) est introduit dans la solution de proteine, en proportion variable selon les besoins de la synthase. Une 
quantrte, en pokte, de PBQ egale au 1/50 6mo a l/200 dme du poids de proteine est preferee lorsque la proteine est de 

30 I'albumine. La reaction a lieu a une temperature qui peut varier de 0 a 37 °C ou m§me plus, a I'obscurrte, durant un mini- 
mum de 1 heure mais qui peut §tre prolongee aussi longtemps que desire. Normalement la reaction est poursurvie 
durant 2 heures a temperature ambiarrte. 

Apres activation de la proteine porteuse par le PBQ ou par un autre constrtuant de la famine des quinones, le pH 
de la solution est rendu basique, sort par filtration, sort par dialyse soit par chromatographie d'exclusion, ce qui elimine 

as egalement le PBQ qui n'aurart pas reagi, sort par addition d'une base. Le pH est amene vers 8 a 1 1 ,5, dependant de la 
constante de dissociation des groupements reactionels de I'haptene destine au couplage, pour ensuite proceder au 
couplage des haptenes, sort par leur fbnction -NH2 (pH de couplage compris pr§f erentiellement errtre 9,5 et 1 2) sort par 
la fonction -SH des haptenes sulfhydryles (pH de couplage compris preferentieHement entre 8 et 10,5). 

Les haptenes surfhydryles sont preferes. Les haptenes sulfhydryles sont introduits dans la solution de polymere 

40 active dans une proportion variable selon le couplage desire, en fonction du poids moleculaire de I'haptene sulfhydryl^ 
ou de son derive, par rapport au nombre de molecules de PBQ introduites sur la proteine. Un exces de molecules 
d'haptene est souhaitable par rapport au nombre de molecules d'agent couplant, preferablement le PBQ, introduites. 
Normalement, le poids de I'haptene excede 4 a 5 fois le poids de PBQ introduit. La reaction de couplage est pratique- 
ment instantanee. 

45 Laxces de molecules hapteniques est elimine par dialyse, chromatographie ou filtration et le conjugue est stocke 
a -20 °C jusqu'a son utilisation pour developper des trousses diagnostiques, pour developper un systeme d'rsolation 
d'anti corps specrfiques par chromatographie d'affinite ou encore pour developper des vaccins. 

1 . Svnthese de NQ-cys teine et de NO-N-acetvl-L-cvsteine. 

50 

La cysteine et la N-acetyl-L-cysteine (NAC). couplees ou non a la proteine porteuse, sont associes au -NO de la 
facon suivante : les produits sont acidifies, normalement par 0,5 N ou 1 N HC1 (pour la cysteine), mais une solution de 
KH 2 P0 4 ou une solution d'acide succinique ou tout autre acide, peuvent egalement convenir pour la NAC, qui n'est pas 
precipitee par ces acides. Le nitrite de sodium (NaNO^ est pese et dissous dans la solution contenant les molecules 
55 possedant un groupement sulfhydryl. Normalement, un exces de facteur 3 a 4 de molecules de nitrite est ajoute aux 
molecules de cysteine ou de derives de cysteine porteurs d'un groupement surfhydryl, presents dans la solution. La 
solution acide est placee a 37 °C durant au moins 30 minutes, preferentiellement 60 minutes, pour que la liaison avec 
le NO puisse avoir lieu. Le pH de la solution est ensuite ramen6 vers la neutralite par addition d'un tampon pH 7,0 Tris 
ou phosphate concentre. Les autres haptenes de I'invention sont nitrosyles selon une methode identique a celle decrrte 
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pour la cystine. Des molecules tres reactionnelles, telles que le glutathion et I'hemoglobine, ne necessrterrt pas d'ame- 
ner te pH vers une acidite prononcee pour obtenir une reaction : la reaction de nrtrosylation a lieu k pH neutre. 

2.a. Sensibilisation d'une phase sol ide oar le conjugue de ['invention. 

5 

Les puits de plaques de microtitration, preierentiellement NUNC maxisorb, sort couverts par une solution (100 jil 
/ puits) de NaCI 0,9 % tamponnee k pH 7,2 contenartt entre 2 et 40 jig de proteine conjuguee, pref erentiellement de 
I'albumine conjuguee durant 24 heures k 4 °C, k temperature ambiante ou k 37 °C. Un tampon pH 9,6 est egalement 
adequat, ou tout autre milieu de sensibilisation qui favorise I'adsorption de la proteine conjuguee sur le plastique des 
10 puits. Apres 24 heures ou plus dlncubation, les puits sort laves par une solution 0,9% de NaCI ou par toute autre solu- 
tion de lavage, et ensuite stockes k 4 °C avart leur utilisation dans un test ELISA de detection d'anticorps arti-hapte- 
nes. 

2.b. Sensibilisation d'une phase s olide par les haptenes de rinvention 

15 

Pref ererrtieHement, une phase solide constitute de polystyrene (plaques de microtitration) activee par une malei- 
mide est utilisee. Chaque puits de la plaque de microtitration activee par la maleimide est incubee avec 0, 1 k 2 jig d'un 
haptene surfhydryle selon rinvention, corrtenu dans 100 k 200 jil d'une solution minerale aqueuse tamponnee k pH 
legerement acide (pH 6 k pH 6,8). Apres une heure dlncubation k temperature ambiante, les puits sort laves. Les fonc- 
20 tions maleimides subsistarrtes sort inactivees par incubation des puits avec une solution k 0,2% de poudre de lart 
ecreme durant une heure k temperature ambiante. 

3- Chromatographied'affinit6, 

25 Du sepharose active par du CNBr ou par tout autre agent couplant est disponible commercialement (Pharmacia, 
Uppsala, Suede). Le precede de couplage de proteines porteuses telles que de I'albumine k cette suspension de gel 
de sepharose active est connue de I'Homme de I' Art : le gel est lave par une solution acide sur un fittre en ceramique 
ou verre fritte, le pH de la solution de suspension du gel est basifie, generalement amene k pH 7,2 ou 8. La proteine 
porteuse d'haptenes destinee au couplage est melang6e au gel et la reaction de couplage a lieu durant 24 heures k 

30 temperature ambiante. Le gel est ensuite lave et utilise pour I'adsorption d'anticorps anti-haptenes ou antjgenes fixes 
de fagon covalerte sur le gel par I'intermediaire de la proteine porteuse. La reaction immunologique d'adsorption des 
anti corps sur les haptenes lies au gel se fart sort en batch sort sur une colonne, k pH neutre en milieu normalement 0,9 
% NaCI. L'elution des anticorps specif iques s'effectue sort par des chaotropes, sort par des solutions acides (glycine- 
HCI pH 2) sort par de I'eau distillee basifiee par NH 4 0H k pH 12. Ces methodes sort toutes bien connues de rHomme 

35 de I'Art. 

4. Vaccination. 

Des oiseaux et des mammrferes sort vaccines par une solution d'albumine originaire de la meme espece. k 
40 laquelle a ete couple un haptene. La solution vaccinarte peut §tre completee par des adjuvants qui amplrf ieront la reac- 
tion immunologique de production d'anticorps indurte par le vaccin. 

5. Detection d'anticor ps de classe IqG et de classe IqM anti-N-acetvl-L-cvsteine. 

45 1 00 mg d'albumine bovine delipidee ont ete mis en solution dans 5 ml d'eau contenartt 5 mg de KH 2 P0 4 . 5 mg de 
PBQ ont ete mis en solution dans 1 ml de methanol, dont 0,25 ml (1 ,25 mg) ont ete ajoutes k la solution de proteine. 
Apres 1 heure k temperature ambiante et k I'obscurite, 2 ml de la solution (40 mg ) ont et£ dilues par 2 ml d'une solution 
cortenart 4 mg / ml de KH 2 P0 4 .3H20 et 2,5 mg de N-acetyl-L-cysteine Apres 30 minutes d'attente, la solution dlmmu- 
noconjugue a et6 amenee k pH 7,2 par addition d'un tampon phosphate concentre. Une deuxieme preparation d'immu- 

50 noconjugue, constituee egalement de 4 ml cortenart 40 mg de proteine, a ete completee par 12,5 mg de nitrite de 
soude et par 13 mg d'acide succinique. Apres dissolution des ingredients ajoutes, la solution dlmmunoconjugu6 a ete 
placee k 37 °C durant 1 heure. La solution a ete ensuite ramenee vers la neutraJrte par addition de 110 mg de 
KH 2 P0 4 .3H20. Une solution d'albumine traitee de fagon idertique mais avec de la glutamine au lieu d'acetyl-cysteine, 
a egalement ete preparee. Une solution d'albumine sans haptene traitee de la meme fagon que les immunoconjugues 

55 a egalement ete preparee. 

Les immunoconjugues ont servi k fabriquer des plaques de microtitration pour la determination de la presence 
d'anticorps dans un echarrtillon : 20 Mg d'immunoconjugu6 par ml de solution de sensibilisation ont ele prepares dans 
un milieu de sensbilisation constitue de NaCI 0,9%, amene k pH 7,2 par un tampon phosphate 0,05 M. Apres 18 heu- 
res dlncubation dans des purts de plaques de microtitration Maxisorb de Nunc, les puits ont ete laves par 0,9 % NaCI 
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puis incub6s durant 60 minutes a 37 °C par 100 jil de divers serums humains dilu6s au centime dans une solution 
NaCI 0,9 % pH 7,2 contenant 0,2 % de tween 20. Apres lavage par une solution tamponn6e de NaCI contenant 0.1% 
de tween, les puits ont 6t6 recouverts durant 30 minutes par trois anticorps arrti-IgG, IgA et IgM humains, marques a la 
peroxydase. Apres lavage, la presence 6ventuelle de peroxydase, proportionnelle a la presence d'anticorps sp6cif iques 
5 pour les haptenes ou pour I'albumine sensibilisant les purts, a ete determine par une reaction enzymatique color6e 
bas6e sur le peroxyde d'hydrogene en presence de tetramethylbenzidine. La reaction enzymatique produit une colora- 
tion bleue qui vire au jaune apres addition d'une solution d'arret acide (0.5N H2SO4). L'absorbance obtenue est mesu- 
ree a 450 nm. Les resultats sorrt donn6s dans le tableau 1 , pour cinq serums numerates de 1 a 5. 

10 

Tableau 1 





Albumine 


NO-N-acetyl-cyst&ne 


N-acetyl-L-cysteine 




IgG 


IgM 


IgA 


IgG 


IgM 


IgA 


IgG 


IgM 


IgA 


1 


0,3 


0,31 


0,56 


0,30 


0,28 


0,55 


0,30 


0,28 


0,45 


2 


0,57 


0,42 


0,46 


0,49 


0,31 


0,44 


0,36 


0.30 


0,44 


3 


0,78 


0,33 


0,45 


0.77 


0,31 


0,40 


0,70 


0.30 


0.40 


4 


0,30 


0,23 


0,47 


1.51 


0.25 


0,46 


1,44 


0,24 


0.48 


5 


0,29 


0,48 


0,34 


0,27 


1,42 


0.33 


0.24 


1.33 


0.31 



25 Les r6sultats obtenus avec le conjugue glutamine etaient similaires au contrdle albumine et ne sont pas donnas id, 
par souci de clarte. On vort que le serum 4 est positif en IgG pour la N-acetyl-L-cysteine (NAC), legerement plus positif 
en presence de NAC-NO, tandis que le serum 5 est positif en IgM, pour les memes haptenes. 

6. Mesure de la sperificite de la re action immunoloaiaue. 

30 

Une verification de la sperificite de la reaction immunologique a ete effectuee par une reaction de competition. Le 
serum 4, reagissant immunologiquement avec la NAC immobilisee mais pas avec Tabumine, a ete mis en contact en 
solution avec le meme hapt&ne couple a de Talbumine, en concentrations d6croissantes. La concentration de rimmu- 
noconjugue, base sur le poids de I'albumine porteuse. a ete variee de 100 \ig I ml a zero, par dilutions de mortie, puis 
35 diluees de moitie avec une solution contenant rantkxxps anti-NAC. Les melanges r6actionnels ont ete places a 37 °C. 
Apres 30 minutes d'incubation a 37 °C, les drff6rents echantillons de serum adsorbe ont ete analyses pour la presence 
d'anticorps anti-NAC residuels. Les resultats sont assembles dans le tableau 2. 



40 Tableau 2 



Immunoconjugue 
&ig / ml) 


Absorbance 
450 nm 


50 


0,42 


25 


0.68 


12.5 


0,98 


6,75 


1,22 


3,375 


1,42 


1.65 


1,55 


0,825 


1,60 


0 


1,75 
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On voit que I'incubation du serum 4 en presence dTraptfcne durant 30 minutes a 37 °C avant ('analyse ELISA, reduit 
considerablement I'adsorbance obtenue, et ce de fagon proportioned a la concentration de Timmunoconjugue en solu- 
tion, indiquant une inhibition specif ique de la reaction immunologique par I'NAC en solution. 

7. Interfere nce immunolopique due a la cysteine libre. 

Une analyse de la specrficite de la reaction immunologique de I'anticorps IgG anti-NAC a ete effectuee avec de la 
cysteine libre, en suivarrt le meme protocole que dans I'exemple 2. Les resultats sont assembles dans le tableau 3. 



Tableau 3 



Cysteine 
libre (jig / ml) 


Absorbance 
450 nm 


10 


1,51 


5 


1,59 


2,5 


1,65 


1,25 


1,68 


0,625 


1.72 


0,312 


1,73 


0,156 


1,76 


0 


1,77 



On voit que le meme phenomene d'inhibition de la reaction immunologique de Tanticorps avec I'haptene NAC cou- 
ple sur les plaques observe dans I'exemple 2 avec des serums incubes en presence d'NAC-albumine libre, s'observe 
egalement lorsque I'anticorps est incube prealablement durant 30 minutes a 37 °C en presence de cysteine libre. La 
relation directe observee entre la dose de cysteine et inhibition provoquee plaide Ibrtemertt en faveur d'une inhibition 
specrfique. Linhibition observee est beaucoup moins prononcee que celle obtenue avec la NAC couplee a I'albumine, 
indiquant que les anticorps sont plus specif iques pour la NAC mais presentent une interference avec la cysteine. L'iso- 
lation et la purification de ces anticorps devraient permettre un traitement different de sujets souffrant de syndromes 
d'immunodeficience. 

8. Analyse de la specif icite des anticorps IqG et IqM envers la cysteine et le -NO. 

II est cormu que les gammaglobulines peuvent etre degradees par la cysteine a pH basique. II est egalement connu 
que non seulement des agents reducteurs tels la cysteine mais egalement des oxydante degradent les gammaglobuli- 
nes. II reste a exclure la possible que la cysteine et le NO interfere* avec la reaction immunologique. Une analyse a 
ete effectuee sur un serum IgG et un serum IgM trouves positifs dans un test EUSA pour la NAC-NO couplee a de 
I'albumine ainsi que sur un serum IgG positif pour un antigene tuberculeux. L'analyse sur un anticorps arrtituberculeux 
permet de verifier de fagon independante les possibles interferences dues a ('utilisation d'agents reducteurs (cysteine 
et NAC) et oxydants (NO). Le contrdle interne de la specif icite de la reaction immunologique a ete realise en testant la 
reaction immunologique en presence de cystine (forme reduite de la cysteine) et de NaN0 2 active a pH acide de la 
meme fagon que la cysteine et la (NAC), mais en ('absence de ces recepteurs. Une deuxieme experience a ete ensuite 
effectuee pour confirm er et completer les observations interessantes acquises lors de la premiere analyse. Les deux 
analyses ont ete conduites comme dans les examples 2 et 3, c'est-a-dire que des haptenes libres presents dans une 
solution a des concentrations decroissantes ont ete mis en contact avec des serums trouves positifs (en IgG ou en IgM) 
dans un test serologique ELISA pour I'haptene NAC ou pour un antigene tuberculeux Les haptenes competitifs mis en 
contact en solution avec les anticorps IgG et IgM anti-N-acetyl-cysteine et IgG anti-tuberculeux etaient la cystine, le 
NaN0 2 acidif ie puis ramene a pH neutre. la cysteine, la cysteine-NO. Tacetyl-cysteine, lacetyl-cysteine-NO, et I'acetyl- 
cyst6ine-NO couple a de I'aJbumine. Apres 30 minutes dlncubation a 37 °C, les solutions contenant les haptenes libres 
et les anticorps ont ete analyses pour la presence residuelle danticorps anti-NAC ou anti-tuberculeux. Les resultats de 
ces deux analyses sont donnes dans le tableau 4. 
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Tableau 4 



5 


Concentration finale (jig/ml) en haptenes et en NAC-albumine competHifs libres 






50 


25 


12,5 


6 


0 




Serum posttif IgG 

Inexperience 


10 


L-cystine 


0,90 


0,88 


0.83 


0,87 


0,84 




HNO2 


0,77 


0,85 


0,84 


0,86 


0,84 




L-cysteine 


0,65 


0,68 


0.70 


0,84 


0,84 




L-cyst6ine-NO 


0.84 


0,84 


0.85 


0,86 


0,84 


15 


NAC 


0,27 


0,24 


0,27 


0,38 


0,84 




NAC-albumine 


0,36 


0,40 


0.69 


0,65 


0,84 




2— experience 


20 


NAC 


0,23 




0,38 




1,15 




NAONO 


0,22 




0,37 




1,07 




Cysteine 


0,81 




1,12 




1,29 




Cyst6ine-NO 


1,22 




1,21 




1,29 


25 


Serum posrtrf IgM 

1** experience 




L-cystine 


1,49 


1,52 




1,44 


1,61 


30 


HNOa 


1,55 


1,45 


1,49 


1,51 


1.50 


L-cysteine 


1,45 


1,43 


1.42 




1,37 




L-cysteine-NO 


1,54 


1,55 


1,50 


1,48 


1,59 




NAC 


1,46 


1,44 


1,40 


1,52 


1,52 


35 


NAC-albumine 


1.45 


1,47 


1,50 


1,55 


1,50 




2^ experience 




NAC 


1.61 




1,76 




1,88 


40 


NAONO 


1,51 




1,77 




1,89 


Cysteine 


1,53 




1,58 




1,84 




Cysteine-NO 


1.70 




1,74 




1,83 




S6rum posfflf IgG TUB 


45 


L-cystine 


1.12 








1,07 




HNOg 


1.04 








1,04 




L-cysteine 


1.07 








1,02 


50 


L-cyst6ine-NO 


1,07 








1,02 




NAC 


1,11 








1,00 




NAC-albumine 


1.06 








1.00 



Cette analyse apporte plusieurs informations, entre autres : ni la cystine, ni le HNOg dans les conditions d'applica- 
tions de ('analyse immunologique nlnf luent sur le r6sultat. Le NAC couple k I'albumine est un inhibiteur efficace. compte 
tenu de sa concentration reduite, par rapport k la molecule NAC utilise libre. Lartticorps IgG est plus susceptible k 
Inhibition que I'anticorps IgM. (.Inhibition prcvoquee par la molecule NAC libre est plus efficace que celle due k la 
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molecule cysteine libre. Le NO reduit llnhibition due a la cysteine mais n'atteint pas celle due a la NAC. Au corrtraire, it 
semble s'amplifier. 

9. Analyse des taM cfune population de malades souffrant de sclerose en plaques (SEP). 

Une analyse des IgM de personnes ne souffrant pas de maladies (tests de grossesse, accidents de la route, etc) 
versus malades souffrant de sclerose en plaque est donnee dans la figure I. Les absorbances observees pour la NAC 
sont normalisees versus les adsorbances observees dans la trousse contrOle (albumine-glutamine). On voit qu'un seul 
sujet sain possede des arrticorps legerement au dessus de la norme, que la mcyenne (0,3) obtenue pour la population 
saine est signrficativemertt differente de la mcyenne etablie chez les SEP (0,5), avec un malade spectaculairement 
posrtif. 

10. Analyse des IgG d'une population de seropositifs pour le HIV. 

Une analyse des IgG specifiques de ('acetylcysteine de personnes seropositives pour le virus HIV I est donnee 
dans la figure 2. On voit que piusieurs sujets sont fortemerrt positifs pour ('acetylcysteine. 

1 1 . Interference des anti corps anti-acetvlcvsteine avec le alutathion et avec le autathion nrtrosvle. 

Le glutathion a ete nitrosyle de la meme facon que la cysteine et ('acetylcysteine, comme decrrt supra. Sept serums 
riches en arrticorps anti-acetyl-cysteine ont ete adsorbes durant 30 minutes a 37 °C avec 500 nanomoles d'acetyf-cys- 
teine libre, de glutathion libre ou de glutathion nitrosyle, libre. Les serums adsorbes ont ete ensuite analyses pour la 
presence d'anticorps de classe IgG specifiques pour l'acetyl<ysteine. Le pourcentage d'activite residuelle est donne 
dans le tableau 5. On voit que la nitrosylation du glutathion amplif ie son pouvoir de competition avec les arrticorps. Le 
serum 7 est inhibe de facon similaire par ('acetylcysteine libre (9% d'activite serologique residuelle) et par le glutathion 
nitrosyle libre (5% d'activite serologique residuelle). 



Tableau 5 



analyse de I'lnterference de 7 serums positifs 


Pourcentage d'adsorbance residuelle 


Serum 


NAC 


Glut. 


Glut-NO 


1 


12.7 


82.5 


42.9 


2 


18.3 


100.0 


71.4 


3 


2.7 


69.3 


57.3 


4 


21.8 


85.0 


63.2 


5 


11.1 


79.0 


65.4 


6 


7.0 


56.1 


31.6 


7 


9.0 


66.7 


5.0 



12. Analyse IqG et IcM de serums provenant de patients souffrant d'afflictions diverses. avec des immunoconjuaues 
prepares sel on I'invention. 

Les resultats obtenus avec la cysteine, I'acetyl-cysteine, le glutathion et leurs derives nitrosyies ont morrtre de 
facon tout a fait inattendue que des arrticorps humains corrtre un monopeptide (c'est-a-dire un peptide constitue d'un 
seul acide amine), contre un derive de cet acide amine, et a fortiori corrtre un tripeptide conprenant I'acide amine 
immunogene, existaient de facon naturelle et pouvaient etre mis en evidence par les conjugues de rinvention. II restart 
a montrer que I'existence de tels arrticorps corrtre un acide amine n'etait pas restreirrte a cet acide amine particulier, 
mais pouvait etre detectee dans le cas d'autres molecules de poids moleculaire faible situe entre 200 et 400 KD, que 
des molecules de poids moleculaire faible telles que les carbohydrates etaient egalemerrt immunogeniques dans cer- 
taines conditions pathdogiques, et f inalement que ces arrticorps a I'existence insoupgonnee jusqu'a present pouvaient 
etre mis en evidence par un systeme de detection suffisam merit puissant. 
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Des immunoconjugues produits k partir de mercaptoeihanol, de derives d'acides amines et de carbohydrates ont 
6te prepares par activation d'une proline porteuse au moyen de PBQ et substitution du residu amine des haptenes 
par le reactif de Traut, au pH moderement basique de 9,0. Les carbohydrates non-amines ont ete substitute k pH 1 1 . 

Le nombre de conjugues susceptibles d'etre synthetases par la presente methode et le nombre de molecules sus- 
ceptibles d'etre analysees est extremement eleve. Pour montrer 1'universalite de la methode, les Inventeurs ont essen- 
tiellement choisi des molecules de poids moleculaire faible (derives d'acides amines et de carbohydrates), sans 
s'efforcer de demontrer que des molecules de poids molecdaire plus eleve, c'est-d-dire des dpeptides et des dissac- 
charides ainsi que des polypeptides et des oligosaccharides, sont elles aussi imunogenes : une antigen6icit6 demon- 
tree pour un monopeptide et/ou derive d'acide amin6 et pour un monosaccharide et/ou d6rrv6 de monosaccharide 
s'etendra le plus souvent aussi k la m&me molecule incluse dans une formation de poids moleculaire plus elev6 comme 
il a &e montre avec la cystine et le gtutathion. 

Les molecules suivantes ont Gte analysees dans leurs fonction antigenique : la N-acetyl-cysteine, la N-acetyl-cys- 
t6ine-NO, la N-acetyl-L-tryptophane, la N-acetyl-L-tiyptophane-NO, la tryptamine, la serotonine, la serotonine-NO, la 5- 
m6thoxytryptamine, la glycine, la L-glutamine, la L-arginine, la L-arginine-p-naphtylamide, la N-ac6tyl-arginine, la N- 
ac6tyl-arginine-NO, la N-ac6tyl-s6rotonine, le tryptophane, la L-valine-p-naphtylarnide, la L- valine, la N-valine, le L-tryp- 
tophane-p-naphtylamide, la L-alanine-p-naphtylamide, I'ac6tyl-ph6nylalanine-p-naphtylamide, la cysteine-glycine, la N- 
acetyl-glucosamine, la N-acetyl-glucosamine-NO, le mercapto-ethanol, le mercapto-ethanol -NO, la N-ac6tyk>rnithine, 
la N-acetyl-rrannosamine, la N-ac6tyl-sphingostne, la D-sphingosine, I'acide N-acetyl-neuraminique, Pacide N-acetyl- 
D-galactosamine. I'acide N-acetyl-muramique, I'acide muramique, la N-acetyl-muramyl-L-alanine-D-isoglutamine 
(MDP), phosphatidytinosrtol 

La sphingosine et I'acetylsphingosine sont insolubles en milieu aqueux et ont ete substitutes de la fagon suivante 
: 1 mg de sphingosine et 1 ,5 mg d'ac&yl-sphingosine ont ete solubilises dans 0,1 ml et 0,2 ml de methanol sec. 420 *ig 
de reactif de Traut solubilises dans 28 \x\ de methanol anhydre ont 6te ajoutes k la solution d'acftyl-sphingosine. La 
reaction de substitution a eu lieu durant 45 minutes k 37 °C. Apres ce temps, une solution de 1 0 mg d'albumine bovine 
delipidee activee par 100 fig de PBQ k pH 6.0 a 6te amende k pH 8 et ajoutee k la solution organique, rapidement en 
une seule fois. Le mercapto-ethanol a 6t6 couple directement par son residu thiol k I'albumine actfvee par le PBQ. Cer- 
tains immunoconjugues ont 6te egalement nitrosyles selon la technique decrrte. Des serums provenant de malades 
atteirrts de sclerose en plaques, de lupus, de syndrome d1mmuno-d6ficience acquis (AIDS), de cirrhose, de myasthe- 
nie, de vascularity, de cancer, de migraine, de leucemie, de sclerose laterale, de Wallenstroem, d'arthrrte et polyarth- 
rrte, de polymyosie, de rhumatisme articuliare, de lymphome, d'infarctus, d'accfcJent vasculaire cerebral et de 
tuberculose ont ete systematiquement analyses pour la presence d'anticorps de classe IgG et de classe IgM centre ces 
haptenes. 

Parmi les conjugues studies, il ressort que les conjugues de N-ac6tyl-arginine nitrosyle, de N-acetyl-5-hydroxytryp- 
tamine nitrosyle et de N-acetyl-glucosami ne sont frequemment positrfs pour certaines afflictions. Des patients atteirrts 
de sclerose en plaques, de lupus, de cirrhose, de myasthenic, de tuberculose montrent frequemment des posrtivrtes 
elevees tandis que les patients atteirrts d'autres maladies (infections cfiverses, vasculare, Parkinson, dermatopolymyo- 
site) ne semblent pas posseder de composante auto-immune detectable par les immuno-conjugues mis en oeuvre. 

Les derives portant la fonction p-naphtylamide n'ont ete trouves posrtifs dans aucun cas. La N-acetyl -ornithine est 
frequemment elevee chez les patients atteirrts du SIDA et de sclerose en plaques, tandis que des titres Aleves d'anti- 
corps contre I'acetyl-sphingosine sont absents chez les sideens mais se retrouvent chez les malades atteirrts de scle- 
rose en plaques et les migraineux. 

Le tableau 6 b-dessous compare les donnees IgG obtenues en utilisant la N-acetyl-mannosamine et la sphingo- 
sine couplees k de I'albumine pour identifier la presence eventuelle d'anticorps chez des migraineux et des tubercu- 
leux. 
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Tableau 6 



s6rum 


Migraine 


Tuberculosa 




pi-m-uisi n n.ro ri2 


opn i ng osine 


fcl A.mann Klkl 

n-M-ma n n. ran 2 


opmngosine 


1 


A 1 1 




U,** I 


U.lo 


2 




0 77 


0 47 


O 10 


3 


0,00 


0,62 


0,17 


0,08 


4 


0,00 


0,38 


0,19 


0,18 


5 


0.00 


0,20 


0,22 


0,12 


6 


0,00 


0,00 


0.24 


0,31 


7 


0,00 


0,00 


0,28 


0.22 


8 


0,20 


0,00 


0,31 


0,08 


9 


0,10 


0,00 


0,32 


0,18 


10 


0,46 


0,32 


0,28 


0,08 



25 On voit que les migraineux n'ont pas d'anticorps anti-N-ac^tyl-mannosamine, mate que certains d'entre eux ont des 

arrticorps anti-sphingosine et I'inverse est observe chez les tuberculeux 

Une analyse de la presence d'anticorps anti-mercapto-6thanol-NO dans 8 groupes de maiades souffrartt d'afflic- 

tions divers es montre que les maiades souffrartt de sclerose en plaques n'ont pas d'anticorps de type IgG reagissant 

avec cet hapt&ie. Les maiades affect6s par le SIDA sont trfcs faiblement posrtrfs. La frequence de positive et I'intensite 
30 de la reaction augmentent dans d'autres groupes : les maiades d6pressrfs et ceux souffrartt de la maladie de Kahler 

(myelome) sont tr£s fortement rGactionnels (voir tableau 7). 



Tableau 7 



40 



50 



SEP 


SIDA 


Mi^aine 


Tuberc. 


Asthme 


Crohn 


Depression 


Myelome 


0.26 


0.21 


0.41 


0.13 


0.45 


0.49 


1.44 


1.09 


0.25 


0.26 


0.50 


0.14 


0.39 


1.09 


1.61 


1.49 


0.26 


0.34 


0.47 


0.21 


0.31 


1.37 


1.47 


1.85 


0.18 


0.35 


0.53 


0.19 


0.49 




1.12 


1.53 


0.21 


0.35 


0.47 


0.18 


0.89 






1.79 


0.17 


0.33 


0.48 


0.36 


1.20 






1.31 


0.24 


0.33 


0.36 


0.45 


1.27 






0.79 


0.16 


0.30 


0.09 


0.36 


1.24 






0.66 


0.18 


0.38 


0.23 


0.47 


1.01 






0.73 


0.14 


0.55 


0.15 


0.43 


0.80 






0.92 



14 s6ra de maiades souffrant de polyarthrite rhumatolde ont 6t6 analyses pour la presence d'anticorps anti-carbo- 
hydrates. 7 sera presentment des taux d'anticorps eleves, de classe sort IgG, sort IgM, contre I'acide N-acetyl-neurami- 
55 nique, la N-ac6tyl-mannosamine et la N-ac6tyl-galactosamine. Les r6ponses immunologiques les plus fortes ont 6t6 
observees contre la N-ac6tyl-galactosamine. Cette observation est a mettre en relation avec I'observation de taux 
assez 6lev£s d'anticorps de m§me nature chez deux tuberculeux avanc&s, versus un temoin sain tr6s rGcemment vac- 
cine. Les resultats d'une analyse IgM pour la presence d'anticorps contre I'acide N-acetyl-neuraminique (colonne 2), la 
N-ac6tyl-mannosamine (colonne 3), la N-acGtyl-galactosamine (colonne 4), la N-ac6tyl-omithine (colonne 5), la sphin- 
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gosine (colome 6), la N-acetyl-sphingosine (cok>nne7), I'acide muramique (colonne 8) et le murarnyl-dipeptide 
(colonne 9) sorrt donnas dans le tableau 8, apres soustraction des valeurs controles (albumine seule). On vort I'impor- 
tance des reponses observers contre les carbohydrates et le N-acetyl -sphingosine. 

13. Analyse compar6e de presence cTanticorps anti-N-ac6tvi-cyst6ine sur des plaques de microtrtration sensibilisees 
par un ooniuaue ou par I "haptene. 

Des plaques de microtrtration NUNC Maxisorb ont et6 sensbilrsees par un conjugue compose de N-acetyl -cysteine 
couple a de I'albumine bovine, comme deja decrrt plus haut. Le mdme haptene a ete utilise pour sensibiliser les cupules 
de plaques de microtitration COSTArVsulhydryl binding surface ®" (cat. 2509-K0419143). 100 \i\ d'une solution a 20 
fig/ml d'N-acetyl-cysteine solubilisee dans un tampon phosphate 50 mM a pH 6,5 ont ete irrtroduits dans les cupules 
activees par la maleimide et incubes durant 60 min. a temperature ambiante. Apres sensibilisation, les cupules ont ete 
videes et lavees 3 fois par une solution 0,1 5M NaCI et les cupules ont ete ensuite saturees par une solution 0,2% de 
poudre de lart ecreme durant 30 min. a temperature ambiante. Les malades du SIDA ont ete analyses pour la presence 
d'anti corps IgM anti-N-acetyl-cysteine, comme dans I'exemple 10. Le test pratique avec des cupules sensibilisees par 
I'hapatene seul sans proteine porteuse est nettement moins sensble, avec necessite d'appliquer des dilutions seriques 
1 :25 pour obtenir un signal avec un bruit de fond important observe avec des sera prives d'anticorps specif iques anti- 
NAC. 

Revendlcations 

1. Conjugue immunoreactrf comprenant un ou plusieurs haptene(s) comportant un groupe sulfhydryl et choisi(s) 
parmi le groupe constrtue par les actdes amines, les carbohydrates, les carbohydrates amines, le phosphatidylino- 
sitol, la sphingosine et leurs derives nrtrosyles, acyles et/ou acetyles, ledrt haptene etant couple a une proteine por- 
teuse hydrosduble d'un poids moleculaire stperieur a 8000 KD et/ou un support solkJe par un agent coupiant 
susceptible de se fixer au groipement sulfhydryl dudit haptene. 

2. Conjugue immunoreactrf selon la revendication 1 , caracterise en ce que Thaptene est choisi parmi le groupe cons- 
trtue par la cysteine, la N-acetyl-L-cysteine, la cysteine-NO, la N-acetyl-L-cyst6ine-NO, la L-^-glutamyl-L-cysteine, 
la N-acetyl-cysteine-glycine ( le glutathion, rhomocysteine, le mercapto-ethanol, la methionine, la thiolhistidine, 
racetylm^thionine et la S-adenosylhomocysteine. 

3. Conjugue immunoreactif selon la revendication 1 , caracteris£ en ce que I'haptene est une molecule dont les grou- 
pemerrts amines et/ou hydroxyl ont et6 substrtues par un groupement sulfhydryl. 

4. Conjugue immunoreactif selon la revendication 3, caractense en ce que la molecule est choisie parmi le groupe 
constrtue par le phosphatidylinositol, la glutamine, I'arginine, I'ornrthine, I'homoserine, le diethylnitrosamine, la car- 
nitine, le N-&hyl-N-nrtrosouree, le N(co)-nitro-L-arginine-methyi-ester, la taurine, la nicotine, la N a -acetyl-lysine, la 
N e -(carboxymethyl) lysine, la ^-(carboxymethyl) hydroxylysine, la N a -acetyl-NT-(carboxymethyl) lysine, les indoia- 
mines, en particulier le tryptophane, le 5-methoxytryptophane, le N-acetyl-tryptophane et le tryptophane acyle, la 
5-hydroxytryptamine (serotonine), la 6-hydroxytryptamine, la 5-methoxytryptamine, la 5,6-dihydroxytryptamine, 
I'acide 5-methoxyindolacetique, I'acide 5-hydroxyindolacetique, la N-acetyl-5-methoxytryptamine (melatonine), le 
5-melhoxytryptophol, le 5-hydroxyptryptophol , les derives de sphingosine, en particulier la D-sphingosine, la sphin- 
gosyl-gatactopyranoside, la sphingosyl-phosphoryl-choline et la N-acetyi-D-sphingosine, les carbohydrates tels 
que le glucose, le mannose, le galactose, Tarabinose, I'acide muramique, leurs derives amines tels que la glucosa- 
mine, la galactosamine, la mannosamine, le -a-(1->5) D-arabinofuranoside ou encore le 3,6-di-O-Me-p-D glucopy- 
ranosyl-(1^4)-2 t 3-di-0-Me-a-L-rhamnopyranose, le trisaccharide L-a-D-heptose (1^2) heptose (1->3) heptose, 
leurs derives acetyles, en particulier I'acide N-acetyl-neuraminique, I'acide N-acetyl -Oneuraminique, la N-acetyl- 
glucosamine, la N-acetyl-mannosamine, la N-acetyl-galactosamine, I'acide N-acetyl-muramique, la N,N-diacetyl- 
galactosamine, la N,N-diacetyl-glucosamine, leurs derives acyles, en particulier le stearate, le palmrtate, le phtio- 
ceranate, rhydroxyphtioceranate, la N-acetyl-L-glutamine et la glutamine acylee, I'acide N-acetyl-glutamique et 
I'acide glutamique acyle. la N-acetyl-arginine et I'arginine acylee, la N-acetyf-ornithine et Tornithine acylee, la N- 
acetyl-L-homoserine et I'homoserine acylee, le phosphatidyl-inositol mannoside (1-phosphatidyl-L-myo-inositol 2- 
O-a-D-mannopyranoside), le N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine et leurs derives nrtrosyles. 

5. Conjugue immunoreactif selon Tune quelconque des revendications precedent es, caracterise en ce que la proteine 
porteuse est choisie parmi le groupe constitue par la gelatine, Itiistone, I'albumine, de preference I'abumine bovine 
delipidee, la polyserine ou la thyroglobuline. 
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6. Conjugue immunoreactif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que le support 
solide est choisi parmi le groupe constitue par des globules rouges, du latex et/ou un support polymerique, de pre- 
ference des plaques de microtitration en polystyrene. 

s 7. Conjugue immunoreactif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que Pagent 
coupiarrt est choisi parmi le groupe constitue par la parabenzoquinone, la p-toluquinone, la dichloroquinone, la 
chinhydrone, la 2,6-dichlorobenzoquinone, le N.N'-O-phenylenedimaleimide, le N-succinimidyl-3-(2-pyridyldi- 
tNo)proprionate et le succinimidyl-4-(N-rraleimidor^ 

10 8. Anticorps et/ou des fragments de celui-ci dirige contre le conjugue immunoreactif selon Tune quelconque des 
revendications precedentes. 

9. Anticorps et/ou des fragments de celui-ci dirige contre ranticorps et/ou des fragments de celui-ci selon la revendi- 
cation 8. 

15 

10. Dispositif de diagnostic comprenant le conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 k 7 et/ou un anti- 
corps et/ou des fragments de celui-ci selon la revendication 8 et/ou 9. 

11. Dispositif de diagnostic selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est une trousse de diagnostic ou une 
20 colonne de chromatographic 

12. Composition pharmaceutique comprenant le conjugue selon I'une quelconque des revendications 1 k 7 et/ou un 
anticorps et/ou des fragments de celui-ci selon la revendication 8 et/ou 9 et eventuel lenient un vehicule pharma- 
ceutique adequat. 

25 

13. Procede d'obtention du conjugue immunoreactif selon I'une quelconque des revendications 1 & 7, dans lequel un 
ou plusieurs haptene(s) comportant un groupe suHhydryl et choisi(s) parmi le groupe constitue par les acides ami- 
nes, les carbohydrates, les carbohydrates amines, le phosphatidylinositol, la sphingosine et leurs derives nitrosy- 
les, acyles et/ou acetyl es sont lies k une proteine porteuse hydrosoluble d'un poids moleculaire superieur k 8000 

30 KD et/ou un support solide par un agent coupiarrt susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit haptene. 

14. Procede de detection et/ou de quantification d 'anticorps specif iques d'une pathoiogie comportant une reponse 
auto-immune, present dans un f luide corporel d'un patient, caracterise en ce que Ton preleve le f lutde corporel du 
patient, en ce que Ton fait reagir les anticorps presents dans ce fluide corporel avec le conjugue immunoreactif 

35 selon les revendications 1 k 7 et en ce que Ton detecte et/ou quantif ie la reaction croisee entre lesdrts anticorps et 
le conjugue. 

15. Utilisation de la composition pharmaceutique selon la revendication 12 pour la preparation d'un medicament des- 
tine k la prevention et/ou au trartement de pathologies comportant une reponse auto-immune. 

40 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracteris6e en ce que les pathologies comportant une reponse auto-immune 
sont choisies parmi le groupe constitue par la sclerose en plaques, la sclerose amyotrophique laterale, rhyperthy- 
roTdie, I'arthrrte, la cirrhose, les lupus, les syndromes antiphosphatides, les syndromes nephrotiques, la myasthe- 
nic, le cancer, la tuberculose et le syndrdme dlmmuno-def ioience acquis. 

45 



50 
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